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World Wide Web

2 0 Utvecklingsarbetet, Fa omraden utvecklas sa snabbt som bio-
e~ Copyright 04 tekniken. EIBE publicerar material elektroniskt
m for att latt kunna omarbeta det och halla det
=~ In Speciellt om detta aktuellt samt kunna sprida det till en
<§‘: Delavsnitt 05 minimikostnad.
. . . Dessa EIBE sidor (liksom 6vrigt EIBE mate-
O Sakerhetsforeskrifter 05 rial) finns tillgéngliga p& World Wide Web. Man
. i finner materialet under adress:

0 TrIChemS.ELl.SA'klt http://www.eibe.org
Information till lararen 06
Instruktion till eleverna 09 Allt EIBE material som finns p& World Wide

Web &r i Portable Document Format (PDF)

[0 Dubbel immunodiffusion filer. Detta innebar, att den hoga kvalitet pa
Information till lararen 11 illustrationer, farger, typer och layout som
Instruktion till eleverna 13 materialet har, kommer att finnas oavsett vilken

ordbehandlare du har (Macintosh - inklusive

[] Steffens ELISA-kit Power PC, Windows, DOS eller Unix
Information till lararen 14 platforms).

Instruktion till eleverna 17

Unit 8SW 10/99
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PDF filer ar ocksa mindre an de filer fran vilka
de skapas, vilket innebdr att det tar kortare tid
att kopiera dokumenten. For att ta fram EIBE-
material maste du emellertid ha en lamplig
kopia av Adobe Acrobat Reader program.

Det senaste Acrobat Reader programmet far
man gratis pa flera sprak (hollandska, engelska,
franska, tyska, italienska, spanska och svenska).
Man kopierar det fran:
http://www.adobe.com/

Med denna mjukvara kan du mycket latt *“navi-
gera” och stka i dokumenten.

OBSERVERA: Adobe och Acrobat &r varu-
marken i Adobe Systems Incorporated , som
kan vara registrerade i vissa legala sammanhang.
Macintosh &r ett av Apple Computer
Incorporated registrerat varumarke.
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Utvecklingsarbetet

TriChems ELISA kit har utvecklats och kan
kdpas av:

TriChem

Berhard Olsenvej 23

DK-2830 Virum, DANMARK

tel: +45 (0) 45 85 82 83
Copyright till detta kit innehas av TriChem.
Kittet har modifierats for skolbruk. Detta
har gjorts av "Danska immunologigruppen”
och har ocksa publicerats i Immunologiske
Smaforsog

Nucleus Forlag ApS (1994)

ISBN: 87 87661 83 7.

Lisbet Marcusen

Educational Biotechnology Group

Nyborg Gymnasium

Skolebakken 13

DK-5800 Nyborg

e-post:lishetma@post2.tele.dk

STEFFENS ELISA kit har utvecklats och
kan kopas av:

STEFFENS BIOTECHNISCHE

ANALYSEN GmbH

Baumgartenstr. 5

D-79285 Ebringen (FRG)

tel: +49 (0) 76 64 600 254

fax: +49 (0) 76 64 600 255
Kittet har modifierats for skolbruk Eckhard
R. Lucius, Ute Steffens och Christine
Lahban-Lucius vid Institutet for Naturve-
tenskaplig Pedagogik (Se EIBE sekreteriat
for adress)

EIBE-gruppen som
bearbetat detta material

o Lisbet Marcusen (Samordnare)
Nyborg Gymnasium och HF, Nyborg
Danmark

« Birgit Sandermann Justesen
Bjerringbro Gymnasium, Bjerringbro
Danmark

« Elisabeth Stromberg
Ostrabogymnasiet, Uddevalla
Sverige
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o Eckhard R. Lucius, Ute Steffens
och Christine Lahban-Lucius
IPN, Universitetet i Kiel
Tyskland

Design, illustrationer och stiltyper:
Caroline Shearer, NCBE, The University
of Reading, Whiteknights, Reading RG6
6AJ, UK.

© Copyright

Copyright till storsta delen av texten i detta
material tillhdr Experimentarium, Képenhamn,
Danmark (1994). Ovrig text har skrivits av
EIBE-gruppen. De som medverkat i detta
delavsnitt gor ansprak pa att bli erkdnda som
bidragsgivare.

For undervisning. Fran detta EIBE avsnitt far
antingen hela materialet eller delar av det
kopieras elektroniskt eller som papperskopior
for klassrumsbruk, om materialet distribueras
gratis eller till reproduktionskostnad. De som
medverkat till materialet skall vederbdrligen
erkénnas och identifieras som copyrightsinne-
havare.

Andra anvandningsomraden. Detta avsnitt
far distribueras fran en person till en annan for
icke kommersiellt bruk, dock ej massdistribu-
eras med hjélp av elektroniska eller andra
utséndningslistor, eller via kanaler som ersatter
prenumeration eller auktoriserat individuellt
tilltrade, eller pa andra satt som inte utgor
forsok att i god tro folja denna begransning.

Kommersiell anvandning. Vill du anvédnda
detta material helt eller delvis fér kommersiellt
bruk eller nypublicering i ndgon form kontakta:

EIBE Secretariat

c/o Institut fur die Pddagogik

der Naturwissenschaften (IPN)

an der Universitéat Kiel

Olshauserstral3e 62

D-24098 KIEL 1

Deutschland

TIf:  +49 431880 3129
Fax: +49 431880 3132
E-post: glawe@ipn.uni-kiel.de

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 2000




)
Z
Z
(@)
L
-
(@)
Z

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 2000

Speciellt om
detta Delavsnitt

Detta material har utvecklats av praktise-
rande larare fran flera europeiska lander och
sammanstallts med hjélp av medel fran DG
XI11 inom den europeiska kommisionen
genom EIBE ( the European Initiative for
Biotechnology Education).

Materialet har bearbetats noggrant i ett
flertal arbetsgrupper med larare och elever
fran de europeiska landerna.

Arbetsuppgifter och fragor i materialet ar
forfattarnas idéer och inte europeiska
kommissionens.

Man bor ldgga mérke till de sékerhetsfore-
skrifter som finns i introduktionen till detta
delavsnitt liksom till de som férekommer
senare i texten.

Detta material ar uppdelat i tre avsnitt; tva
ELISA-laborationer och en laboration om
dubbel immunodiffusion.

Sakerhets-
A\ foreskrifter

Vi har forsokt att i alla delavsnitt, som
EIBE producerat, identifiera farliga mo-
ment. Vi har ocksa forsokt foresla saker-
hetsforeskrifter for dessa.

Dér det & mojligt har vi tillimpat forfa-
ringssatt som ar vanligt accepterade. Om
det forekommer speciella risker har dessa
papekats.

De som anvénder EIBE-material bor vara
medvetna om, att olika arbetsgivare och
skolor kan tillampa olika regler. Innan man
vidtar nagra aktiviteter skall man alltid
kontrollera vilka regler som galler obero-
ende av vad som foreslas av EIBE.

Om inte annat &r foreslaget i en uppgift
forutsatts att:

o  praktiskt arbete utfors i ett val utrustat
naturvetenskapligt laboratorium;

« all utrustning omhéndertas pa ett riktigt
satt;

o man dr forsiktig vid uppvarmning av
material;

« vid anvandning av kemikalier och
levande material vanlig forsiktighet
vidtages;

o skydd for 6gonen skall anvandes nér
sadant anses behovas;

o eleverna lar sig att handha kemikalier
och mikroorganismer pa ett riktigt satt.

DELAVSNITT 8: PRAKTISK IMMUNOLOGI
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ELISA kits for
klassrumsarbete

Introduktion

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) ar en kéanslig immunologisk analys-
metod. Man anvédnder ett enzym, som ar
kopplat till en antikropp eller en antigen.
Detta enzym fungerar som en markor for
att kunna pavisa ett specifikt protein,
framforallt en antikropp eller ett antigen.

ELISA ar en enkel metod att t ex snabbt
kunna

o upptécka forekomst av lakemedel,

« testa forekomst av olika infektions
sjukdomar som HIV, kortelfeber etc,

« hitta muterade gener,

« naen del forskningsresultat inom bl a
cell- och molekylarbiologi.

Detta delavsnitt skall ge eleven béttre
forstaelse for ELISAs anvandbarhet.

For ytterligare information om nedansta-
ende forsok kan danska immunologi-
gruppen, TriChem eller Steffens
Biotechnische Analyse kontaktas ( se adres-
ser i borjan av detta avsnitt).

Trichems ELISA-kit

| detta kit anvands ELISA-metoden for att
analysera blodserum fran gris och se om
grisarna varit i kontakt med en speciell typ
av bakterie.

Bakterien, Pasteurella multocida, producerar
ett toxin, som forstor slemhinnan i nashalan
pa grisar, sa att broskvavnaden blottas.
Detta medfor att nd&smusslorna tillbakabil-
das och trynena pa infekterade grisar defor-
meras. Luften som inandas hinner aldrig
varmas upp och grisen drabbas latt av
lunginflammation. Bordetella bronchiseptica, en
annan typ av bakterie, banar ofta véag for
angrepp av P. multocida. Infekterade grisar
har en minskad tillvaxt, vilket darfor leder
till ekonomiska forluster for bonden. Det ar

6 DeLAVSNITT 8: PRAKTISK IMMUNOLOGI

darfor av vikt att kunna stoppa infektionen i
ett sa tidigt skede som majligt. ELISA-
metoden kan anvandas for att upptéacka
bade P. multocidas toxin och bakterien Bordgt-
ella bronchiseptica.

I detta kit anvands antigen fran bakterien
Bordetella bronchiseptica (Bb). FOrsta dagen
pipetteras antigenet ner i
mikrotiterplattornas brunnar (coating).
Nésta dag &r plattorna fardiga att testa
blodprov fran grisar. Om en gris ar infekte-
rad med Bb kommer provet att visa en
positiv reaktion. Antigenet i brunnarna
binds till antikroppar fran Bb, som finns i
serum hos den infekterade grisen. Detta ger
ett fargomslag.

Information till
lararen

Syfte

Laborationen gar ut pa att analysera serum-
prov fran grisar med hjélp av ELISA-
metoden.

Sékerhet

5-aminosalicylsyra &r inte giftigt och an-
vands i gramdoser vid behandling av vissa
sjukdomar hos manniskor. Narbeslaktade
foreningar kan dock vara mutagena. Man
skall d&rfor hantera 5-aminosalicylsyra med
forsiktighet. Anvand skyddshandskar.

Tidsatgang
Dag 1 - ca 15 minuter.
Dag 2 - ca 2 x 45 minuter.

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 2000




Tillvagagangssatt

Dag1l

Preparation av reagenslésningar

Los upp innehallet i roret markt "PBS™ i 2,5
dm? avjoniserat vatten.

Kontrollera att pH ligger mellan 7,1 och
7,5. Vid behov kan 5M NaOH eller 5M
HCI tillsttas.

Tag 30 cm? av ovanstaende I6sning for att
tillverka en "COATING SOLUTION" (se
nedan).

Till resten av PBS I6sningen satts innehallet
fran réret markt "Tween 20" .

Tvatta roret med lite PBS I6sning, sa att
hela innehéllet kommer med. Blanda or-
dentligt och mérk denna Iésning "TVATT-
BUFFERT".

Tag roret mérkt "Bp ANTIGEN" och satt
innehallet till de 30 cm?® PBS I&sning, som
markts "COATING SOLUTION".
Blanda ordentligt!

Bp ANTIGEN ar avdddat extrakt fran bakte-
rien Bordetella bronchiseptica (Bb).

Mikrotiterplattorna &r gjorda av en plast,
som Okar bindningskapaciteten. De &r
bestralade sa att de skall vara sterila.

Dag 2

Preparation av reagenslésningar

sera finns fardigt i kittet

Serum 1:

Negativ kontroll, dvs serum fran gris som
inte &r infekterad med Bb.

Sera 3-10: Sera fran grisar med okénd
status. Fyra av dem kommer att vara nega-
tiva medan 6vriga prover kommer att ge
mer eller mindre positivt utslag.

Serum 12: Positiv kontroll, dvs serum fran
gris som ar vaccinerad med vaccin innehal-
lande avdddat Bb.

Preparation av konjugatlésningen.
Konjugatlésningen skall vara nygjord:
Tillsatt 25 cm3 TVATTBUFFERT till roret
madrkt BSA och blanda tills den har 16sts
ordentligt. Tillsatt darefter innehallet fran
det ror som &r markt "konjugat”. Tvétta
roret med BSA l6sningen, sa att allt innehall
kommer med. Blanda Vél.

Konjugatet dr ett kanin anti- gris 1gG, som
dr kopplat till enzymet peroxidas. (Enzymet
peroxidas &r utvunnet fran pepparrot).

BSA (Bovint Serum Albumin, fran nétkreatur)
BSA anvands for att tdcka upp de tomma
ytorna i brunnarna som inte redan ar
belagda med antikroppar eller konjugat;
detta fOr att undvika en ospecifik adsorp-
tion av antikroppar eller konjugat till ytan i
brunnarna. BSA anvands i sa hog koncen-
tration att BSA sékert adsorberas till alla
tomma ytor i brunnarna.

Substratlosning

Det &r viktigt att denna l6sning dr nygjord!
Anvand handskar.

L6s 5-aminosalicylsyra fran provroret markt
"substrat" i innehallet som finns i provror
markt "substrat buffert H,0O,". Blanda tills
allt har I6sts.

NH, H202 2H,0

NH, N
NH, peroxidase N
NH, NH,

(@)

OH OH
COOH COOH
H,0, 2H,0
NH, w
NH, peroxidase N
(b)
COOH COOH
OH OH

Ovan a) oxidation av o-fenylendiamin

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 2000

b) oxidation av 5-aminosalicylsyra
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Svar till fragorna. Utrustning och material

1. Negativa sera ar 4, 5, 8 och 9. Observera att en del av reagensen skall
Positiva sera ar (fran det mest positiva forvaras i frys.

till det minst positiva) 6, 7, 10 och 3.
Serum 1 ar negativ kontroll (taget fran
gris som inte &r infekterad med Bb.)
Serum 12 dr positiv kontroll.

3. Virus som orsakar massling anvands
som antigen.
I konjugatet anvénds en antikropp mot
manskligt 19G.

4, Kan vara farligt for manniskor. Det &r
svart att tillhandahalla serum fran
manniskor, som &r garanterat fritt fran
patogener t ex hepatitvirus eller HIV.

OBS! En positiv titer behdver inte betyda

att djuret &r sjukt. Den kan ha aterhamtat
sig efter att ha varit infekterad.

8 DeLAVSNITT 8: PRAKTISK IMMUNOLOGI

Mikropipetter 100 pl

Béagare 100 cm?

Matcylindrar 20 cm? och 100 cm?®

Magnetomrorare

Flaska 3 dm?

2,5 dm? avjoniserat vatten

5M HCI

5M NaOH

Skyddshandskar (extra)

Mérkpennor

1 provrér med antigen (avdtdat extrakt
fran bakterien Bordetella bronchiseptica)*

1 lada innehallande 10 prover med
grissera.*

1 ror med substratet 5- aminosalicylsyra
(30 mg)*

1 rér med konjugat - kanin antigris 1gG
konjugerat med enzymet peroxidas.*

1 prov med substrat buffert med H,O,
*

Mikrotiterplattor med lock*

1 ror med PBS salt (fosfat buffert)*

1 ror (2,5 cm®) med Tween 20 (syntetisk
detergent)*

Plastpipetter*

Skyddshandskar*

1 rér med BSA ( Bovint Serum Albu-
min)*

Plastskedar*

Avfallspasar*

* Finns i satsen fran Trichem

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 2000
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Instruktion till
eleverna

Tillvagagangssatt

Dag 1:

Brunnarna i mikrotiterplattan skall

tdckas med antigen.

1. Tillsatt 100 pl antigen-16sning till
brunnarna markta A, B och C (totalt 36
brunnar).

2. Téck mikrotiterplattan med locket och
lat den std i rumstemperatur till nasta
dag. Stéll mikrotiterplattan i kylskap om
du inte kan fortsatta ndsta dag.

Dag 2

Avlagsna det antigen som finns i

Overskott:

1. Hall ut innehallet ur brunnarna. Det
récker med att skaka mikrotiterplattan
Over en vask.

2. Skaka mikrotiterplattan i luften sa
brunnarna torkar.

Tvatta:

3. Fyll brunnarna med tvattbuffert.
Vénta 1 minut!

4. Tom ur ordentligt genom att skaka
plattan 6ver en vask (skaka dérefter sa
att plattan torkar)

5. Upprepa steg 3 och 4 tva ganger.

Tillsatt sera:

6. Skaka de upptinade seraldsningarna.

7. Tillsatt 100 pl av serum 1 till brunnarna
madrkta A, B och Cirad 1 (3 brunnar).
Byt spetsen pa pipetten !

8. Tills&tt 100 pl av serum 3 till brunnarna
markta A, B och Cirad 3. Rad 2 [dmnas.
Byt pipettspets!

9. Fortsatt pa liknande sétt att fylla
brunnarnairaderna 4,5, 6,7,8,9, 10
och 12. Raderna 2 och 11 skall inte
anvandas.

Glom inte att byta pipettspets varje
gang du byter serum!

10. Inkubera plattorna under 15 minuter i
rumstemperatur.

Avlégsna allt 6verskott av sera i

brunnarna.

11. Tom alla brunnarna samtidigt. Skaka sa
brunnarna torkar.

12. Tvétta, tom och torka enligt punkterna
3 och 4 tre ganger.

Tillsatt konjugat:

13. S&tt 100 pl av konjugatlésningen till alla
brunnarna.

14. Inkubera plattorna under 15 minuter i
rumstemperatur.

15. Tvétta, tom och torka enligt punkt 12.

Tillsatt substrat:

16. S&tt 100 pl av substratldsningen till alla
brunnarna.

17. Vanta pa fargreaktionen. Notera
resultaten i en tabell i skalan O till 5. 0
ar negativ (ingen farg) och 5 mest
positiv (starkast fargreaktion). Beskriv
ocksa fargerna.

GOor rent:

L&gg anvdnda pipetter och mikrotiterplattor
i en plastpase och kasta denna i soporna.
Resterande l6sningar kan hallas ut i avlop-
pet.

Resultat och utvardering

1. Vilka av de ok&nda sera var positiva?
Vilket serum var mest resp minst
positivt?

2. Vilka felkéllor finns vid denna
analysmetod?

3. Om du onskar att gora ett liknande
forsok for att upptacka masslingvirus
hos ménniska, vilka reagens maste
andras?

4. Vilken kan anledningen vara till att vi
inte gjort en ELISA for att upptécka
masslingvirus?

DELAVSNITT 8: PRAKTISK IMMUNOLOGI
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ELISA 000000000000

Sloletslelotelolotelols
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay olelelolelol0l0/0l0l0%0)
000000000000
000000000000
T RQOOOOOOOO000O
i | OOO0000000000,

1. Protein (antigen) tillsatts. Detta binder till
v 4 brunnarnas yta.

‘ TVATTA for att f4 bort obundna molekyler.

2. Provet tillsattes. Antikroppar binder till
4 antigenet, som sitter fast i brunnarna.

.

‘ TVATTA fér att f4 bort obundna molekyler.

»
- | ) 3. Enzymbundet antikroppskonjugat tillsattes,
4 vilket leder till att konjugatet binds till de
bundna antikropparna som finns i brunnarna.
[ .o
‘ TVATTA fér att f4 bort obundna molekyler.
p © o .
’. 0¥ 4. Farglost substrat tillsatts varpa en
o° g © 4 fargreaktion sker om bundet enzym finns
r o narvarande.
VN
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Hur man upptacker agg i mat
genom dubbel immunodiffusion

Agg ingdr i manga matratter som
hamburgare, pasta och vissa
glassprodukter. Manga manniskor ar
emellertid allergiska mot 4gg. Vissa
personer kan fa allergiska besvar aven
av mat som innehaller mycket sma
kvantiteter &gg. Numera har man
utarbetat sa kansliga analysmetoder att
spar av aggvita eller &ggula i en matrétt
kan upptackas.

I denna laboration ska du anvanda en
metod som kallas dubbel
immunodiffusion for att underséka om
det finns &gg i matvaror. Man later
antikroppar mot dggalbumin och ett
extrakt av maten diffundera mot
varandra i en agargel. Om maten
innehaller aggalbumin tréaffar
antikropparna da pa albuminmolekyler
varvid en fallning i form av en bage eller
linje bildas. Metoden har darfor fatt
namnet "'dubbel immunodiffusion™.

Analysmetoden utvecklades for 30 ar
sedan av en svensk lékare, Orjan
Ouchterlony.

Antikroppar & mycket specifika och
med hjélp av dessa kan ett speciellt
protein pavisas. Metoden anvands i
manga sammanhang, t ex da det galler
att stélla vissa diagnoser eller ndr man
vill pavisa ett visst protein eller
identifiera antigener och antikroppar.

Idén till denna laboration kommer fran
bl a Statens livsmedelsverk.

Information till
lararen

Syfte
Att pavisa aggproteiner i olika matratter
genom dubbel immunodiffusion.

Forberedelser

Dag 1: GOr i ordning provet, gjut agaros-
plattorna och starta forsdket. Det tar ca 60
minuter. Diffusionen far paga éver en natt.

Dag 2: Undersok plattorna och notera
resultaten. Det tar ca 20 minuter.
Utfallningarna blir nagot tydligare om man
fargar plattorna. Fargningen tar ca 3 tim-
mar.

Om man inte kan undersoka plattorna efter
ett dygn kan man stélla in dem i ett kylskap.
Vid 5-6 °C tar diffusionen flera dagar.

Sakerhet
Inga speciella atgarder behovs.

Anmarkningar

Att gbra monster i plattorna.

Det &r nodvandigt att gora ett regelbundet
brunn-monster i gelen. Halen gors lampli-
gen med hjélp av en plastpipett eller ett
sugror. Brunnarna kan bilda ett monster
enligt figuren i elevinstruktionen. Man kan
ev lata eleverna trana sig att gora nagot hal i
kanten av gelen innan de gor experiment-
brunnarana. Linjerna som bildas till foljd av
utfallningen upptrader olika snabbt bero-
ende pa avstandet mellan brunnarna. Ett
avstand pa 5 mm ger resultat efter 24
timmar och ett avstand pa 10 mm efter 48
timmar.

Om man anvander sig av objektsglas och
det &r varmt och torrt i laborationssalen bor

DeLavsNITT 8: PrAKTISK IMMuNoLoG! 1.1




man forvara dessa i en Gvertackt petriskal
med ett fuktat filter- eller hushallspapper i
botten. Pa detta satt klarar det sig Gver
natten. Skall man forvara plattorna under
langre tid bor man forvara dem fuktigt och
helst i kylskap.

Referensldsning

Som referenslésning anvands dggvitan fran
ett honsagg. Den gors lattast om man forst
vispar dggvitan och sedan anvénder den
fortfarande flytande dggvitan.

Aggalbumin - antikropparna
Frystorkade antikroppar loses i TRIS-
buffert enligt de instruktioner som galler
for dessa. Denna l6sning delas lampligen
upp i flera eppendorfrér och forvaras i
frysen.

Avfall
Allt avfall kan hanteras som normalt avfall.

Fargning

Det &r inte nodvéandigt att farga, men
resultatet blir nagot tydligare. Farglosningar
som kan anvandas ar Amido black eller
Coomassie Brilliant Blue.

12 DeLAVSNITT 8: PRAKTISK IMMUNOLOGI

Utrustning och material

Obijektsglas eller sma petriskalar (5 cm i
diameter).

Plastpipett eller liknande med en
diameter pa 2,5 mm. Denna skall
anvéndas till att gora brunnar i gelen.

Mikropipetter 0 - 10 pl

Fuktkammare fOr objektsglasen. Ex en
plastlada eller petriskal med fuktat
papper i.

Homogenisator ev en mortel

Hartork”

Filtrerpapper*

Vikt ca 1 kg*

Lada for fargning av gelen*

TRIS-buffert 0,01M, pH 8.0

Agaros losning: 1% i TRIS-buffert

Referensldsning: 0.01% aggvita l6st i
avjoniserat vatten

Kanin antiserum mot dggalbumin
(Pharmacia AS-23).

Amido black I6sning (0.1 g amido black
I6st i 100 cm? av en blandning besta-
ende av &ttiksyra, metanol och
avjoniserat vatten i proportionerna
10:70:20)*

Fysiologisk NaCl 16sning (0.9%)*

Avfargningsvatska, som innehaller 10%
attiksyra, 70% metanol och 20%
avjoniserat vatten.*

* endast nodvéndigt vid fargning av gelen

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 2000




Instruktion till
eleverna

Proven

1. Homogenisera (finférdela) 5 g av
provet i 5 cmévatten.

2. Centrifugera det homogeniserade
provet vid 6000 rpm i 15 minuter (eller
vid 9500 rpm i 10 minuter).

3. Filtrera supernatanten genom ett filter
ner i ett rent provror.
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Gjutning av gel

4. Lo6supp agaros i TRIS.buffert (1%
agaroslsning) och blanda noggrannt.
Till en petriskal behovs 3- 5 cm?® och till
ett objektglas behdvs 3.5 cm?.

Det gar bra att anvanda en mikrovagsugn
nar man loser agarosen. Man maste passa
noggrant eftersom agaroslosningen kokar
upp mycket haftigt. Det ar ocksa viktigt
att agarosen ar ordentligt lost.

5. Lat svalna till 60 - 80 °C.

6. Lagg petriskalarna /objektglasen pa en
jamn yta néra en bordskant. Detta for
att underlatta utstansningen.

7. Hall den heta gelen i skalarna (3-5 cm?)
Fyll pa sé att gelen blir 2- 3 mm tjock.
Lagg pa locken. Om man anvéander
objektsglas brukar 3,5 cm? vara lagom.

8. Lat gelen stelna. Detta tar 5 till 10
minuter.

Utstansning av brunnar

9. Anvand en pipett eller liknande med en
diameter pa ca 2.5 mm for att stansa ut
brunnar i gelen Man gor detta genom
att suga upp en gelplugg i pipetten. Gor
brunnarna med sa raka sidor som
mojligt GOr nagot av foljande monster.

o ©
o ©
o ©
Antikropparna tillsatts
OBS! Mark varje brunn pa undersidan av

skalen innan du fyller brunnarna.
10. Fyll brunnen i mitten med antikropp

O O
O o)
O O
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(anti- 4gg albumin). 5- 10 pl brukar vara
tillrackligt. Var noga med att inte fylla
brunnarna sé att vtska rinner over.

Antigen tillsatts

11. Fyll varannan av de yttre brunnarna
med referensldsning.

Fyll resterande brunnar med
testlésningarna. GI6m inte att notera
vilken testlsning som hamnar i vilken
brunn.

L at diffusionen &ga rum Gver natten i
rumstemperatur eller i kylen om diffusionen
skall &ga rum under langre tid.

Efter tidigast ett dygn kan du studera
de vita diffusionslinjerna eller bagarna
som bildas vid en positiv reaktion. Det
kan vara lattare att se linjerna om du
haller skalen/objektglaset mot en mork
bakgrund.

12.

13.

Fargning (ej nddvandigt)

14, Tvétta bort icke utféllt protein genom
att dranka gelen i fysiologisk
koksaltlésning under 60 minuter i
rumstemperatur. Gelen placeras
lampligen i en liten lada eller i en
petriskal.

Hall av saltlésningen och drank gelen
under 60 minuter med avjoniserat
vatten.

Hall av vattnet och lagg gelen i press
under ett lager av 10 filtrerpapper och
en vikt av ca 1 kg i ca 15 minuter.
Torka gelen med hjalp av en hartork.
Tack gelen med farglosning och lat
denna verka i 10 minuter.

Hall av farglosningen. Ta bort
Overskottsfarg med avfargningsmedel
under 10 minuter. Det &r ibland
nodvandigt att avfarga ytterligare en

gang.

15.

16.

17.
18.

19.

Resultat

For att pavisa aggalbumin krévs 2.5 mg
dggalbumin per 100 g mat. Om det &r
mycket kycklingproteiner i provet far man
ocksa en reaktion. Aggula innehéller ocksa
tillrackligt mycket med &ggviteprotein for
att man skall fa en reaktion.

DeLavsnITT 8: PraKTISK IMMUNoLOGI - 13
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STEFFENS
ELISA Kit

Introduktion

Detta kit innehaller en polyklonal anti-
kropp mot Pelargonium flower break virus
(PFBV). Antikroppen &r immobiliserad pa
en special kam. Detta gor det mojligt att
utfora forsoket pa kort tid.

| kittet finns mojlighet att pavisa en PFBV
infektion i 2 x 10 stycken prover. Bade
positiva och negativa kontroller medfdljer.
Kénsligheten har testats genom att extra-
hera infekterat védxtmaterial (Chenopdium
quiona) i en provldsning och spada det.
Virus kan upptéckas i en 10% extrakt-
|6sning spéadd 1:1000 (> 100 mOD o6ver
negativ kontroll).

Testreagenserna haller sig stabila till marke-
rad giltighetsdatum under forutsattning att
de forvaras i 4 °C.

Referenser.

Bomer, H. (1989) Pflanzenkrankheiten und
Pflanzenschutz. UTB 518. Stuttgart, Verlag
Eugen Ulmer.

Clark, M.F. and Adams, A.N. (1977) Journal
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of General Virology, 34, 475-483.
Hollings, M. and Stone, O.M. (1974)
Description of plant viruses. CMI/AAB, 130,4.
Nellen, U. (1992) The ELISA test: a universal
procedure for the identification of antigens on the
basis of biotechnologically produced monoclonal
antibodies- information and school- experiment.
Biotechnology Education (3) 3, 107-112.

Information till
lararen

Material
STEFFENS ELISA test kit for 2x12 analy-
ser (order nr. 04093P00):

I en lufttat plastpase med torkpulver
finns individuellt férpackade:

En kam med 12 sma kulor, som prepa-
rerats med PFBV antikroppar

3 st rader med 12 brunnar i vardera

10 st pasar som skall anvandas att
extrahera saft ur pelargonieblad

50 cm? provbuffert (gul)

12 st engangspipetter (till 10 prover,
spadning av konjugat och substrat)

1 st graderad engangspipett (skall
anvéndas till provbuffert)

1 st ograderad engangspipett med tunn
spets (skall anvandas till det konc.
konjugatet)

1 st litet ror med 0.05 cm?® koncentrerat
konjugat (farglost)

1 st liten flaska med skruvkork innehal-
lande 1.6 cm?® konjugat buffert (bl3)

1 st liten flaska med skruvkork innehal-
lande 1.6 cm® substratldsning (farglos)

1 st pipetthallare (del av forpackningen)

Forberedelser:

Alla reagens bor ha rumstemperatur innan forsoket
startas.

De tre raderna med brunnar kan placeras i
den haéllare som kan tillverkas av papp-
kartongens innervéggar.

Det koncentrerade konjugatet ska pipette-
ras Gver till den bla konjugatbufferten, med
hjélp av markt pipett. Se till att inga droppar

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 2000




finns kvar pa locket! Blanda innehallet
noggrannt.
Ovrigt som behdvs
Pelargonieblad fran olika plantor. Man
kan testa upp till 20 st.
Sax.
Homogenisator (man kan anvanda en
mortelstot).
Kallt kranvatten.
Microtiterspektrofotometer (650 nm)
om en sadan finns att tillga. Det gar
annars mycket bra att avlasa resulta-
ten visuellt.
Skréppase.

Forslag till organisation av

laborationen

(Givetvis kan man ocksa utfora det mesta av

foljande forslag under ett laborationstillfalle)

Dag 1.

« Introduktion av laborationen.

» Forklara antigen-antikroppreaktioner.

o Berétta om virussjukdomar.

o Hemarbete- att ta med sig pelargonier
eller nyligen plockade pelargonieblad.

Dag 2.

« Homogenisering av proverna i
extraktions pasarna.

o Forberedning av brunnarna,
I6sningarna och laddning av prover.

o Avlésning av resultat.

o Utvérdering av resultat.

Dag 3.

o Diskutera resultaten.

« Vilka faktorer gynnar en
virusinfektion?

Nagra tips

ELISA kittet &r gjort for 2 x 10 analyser.
Allt finns i kittet och i dubbel uppséttning.
Hélften av innehallet kan déarfor forvaras i
kartongen pa ett svalt stalle (4 °C) for senare
bruk.

Pipettspetserna bor inte vidrdras med
handerna.

Om ingen homogenisator finns tillgédnglig

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 2000

kan man anvanda sig av ett slatt foremal t ex
hand-taget pa en skruvmejsel eller en
mortelstot.

Specialkammen till ELISA finns tillsam-
mans med de tre raderna brunnar i en
separat plastpase. Den innehaller aven ett
torkmedel. En polyklonal antikropp finns
pa kammens kulor. Denna antikropp kar
specifiky for Pelargonium Flower Break Mirus
(PFBV). Kula nr 11 pa kammen (gron) ar
en negativ kontroll. Kula nr. 12 pd kammen
(réd) ar en positiv kontroll. Kammen bér
endast hallas i det gréna handtaget. Undvik
att ta pa kammens kulor med handerna.

Skyddet i den inre pappkartongen 6ppnas
och hélften eller alla extraktionspasarna och
pipetterna tas ut. Skyddet av den inre delen
bor ej vara vikt utan det skall bilda en
hallare till de tre raderna med brunnar. Nar
raderna brunnar tas ur plastpasen kan de
laggas i hallaren. Det har ingen betydelse at
vilket hall raderna laggs. Kammen forvaras
bést i pasen sa kulorna inte rors vid i ono-
dan. Torkpulvret dr inte ndédvéandigt langre
och kan kastas.

Det koncentrerade konjugatet maste
pipetteras over fullstandigt till den bla
konjugatbufferten genom anvéndning
engangspipetten med den fina spetsen.
Dettur viktigt att inget av I6sningen hamnar
pa locket. Losningen ska blandas val. Kasta
pipetten efter att den &r anvéand.

Efter att forsoket ar avslutat och resultaten
noterade, tvattas kammen och brunnarna
under rinnande vatten innan de kastas

Resultat
Foljande schematiska illustration av tredje
radens brunnar &r typiskt:

ml-Eululul Eulsl-Eulal |
12 345 6789 101112

Brunn nr 11 (negativ kontroll vid kammens
grona kula) ingen fargreaktion bor mérkas.
Brunn nr 12 (positiv kontroll vid kammens
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roda kula) en intensiv bla farg bor utvecklas.

Jamfor dessa brunnar med de 6vriga brun-
narna (1-10). Fargen varierar mellan ljusbla
och morkbla beroende pa i vilken grad
plantan &r infekterad.

ASéke rhet

Kemikalier:

Provbuffertens innehall: TRIS/HCI
buffert, polyvinylpyrrolidon, NaCl, Tween
20, natriumazid, farg- E102.

Konjugatets innehall: Fosfatbuffert,
horseradish peroxidas, bovint serum albu-
min, Tween 20, Bronidox L (5-bromo-5-
nitro-1,3-dioxan), farg E 131.

Substratets innehall: TMB
(tetramethylbenzidin), buffert, H,0O.,,.

Tabell 6ver resultaten

OBS! Natriumazid och Bronidox L
anvands som stabilisatorer. Dessa ar
giftiga vid fortaring.

Avfallet behdver inte behandlas speciellt

Garanti och tillforlitlighet.

EIBE ger inte ndgra garantier och ar inte
ansvarig for material och kemikalier i kittet.
STEFFENS Biotechnische Analysen
GmbH garanterar att det material som
levereras har testats och uppfyller de krav
som krévs samt Gverensstdimmer med
beskrivningarna. Ytterligare garantier ges ej.
STEFFENS Biotechnische Analysen
GmbH ér inte ansvarig for de fel som kan
uppsta vid felaktigt forvar och felaktigt
anvandande av produkten.

Prov nr Detaljer Anmaéarkning Resultat
(provnamn, ursprung)

1

2

3

4

5

6

7

8

9
10
11 negativ kontroll féarglés
12 positiv kontroll bla

16 :DeLAVSNITT 8: PRAKTISK IMMUNOLOGI
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Instruktion till
eleverna

Introduktion

Immunologin &r ett av de viktigaste
forskningsomradena inom den tillampade
biologin idag. Grunden lades i borjan av
1900- talet, da Paul Ehrlich (nobelpris 1908)
upptackte antikroppens formaga att hindra
infektionssjukdomar.

Immunitet hos ryggradsdjur beror pa
bildande av ett antigen-antikroppkomplex.
Ett antigen &r en substans som stimulerar
produktion av antikroppar. Det kan vara en
organisk fOrening, som t ex en polysackarid,
ett protein, en peptid eller en nukleinsyra.
Vissa kroppsegna globuléra proteiner,
immunoglobuliner, fungerar som antikrop-
par. Dessa kanner pa molekylar niva igen
olika ytstrukturer hos antigener och kan
binda till detta och bilda ett ol6sligt kom-
plex.

Detta kan utnyttjas vid den immunologiska
diagnostiken. Mycket sma kvantiteter av
antigen (10 g /cm?) kan upptéckas. Tidi-
gare extraherades antikroppar ur djur, som
man injicerat med ett antigen. Detta gav
emellertid ett daligt utbyte. Man har forbatt-
rat metoderna och utvecklandet av
hybridomceller anvénds idag for att ta fram
s k monoklonala antikroppar.

Antikropparna som anvénds i ett
diagnostiskt test maste vara markta for att
komplexen ska kunna pavisas. Antikroppar
kombineras dérfor ofta med ett enzym, som
vid tillsatts av ett substrat ger en farg-
reaktion. Fargreaktionen indikerar saledes
ett positivt prov.

ELISA testet baseras pa denna princip.
ELISA star for Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay och manga olika antigen,
inklusive virus, kan pavisas med hjalp av
denna metod.

Virus kan forutom att angripa djur och
manniskor dven angripa véxter. De inten-
siva odlings- och férékningsmetoderna
inom jordbruket har gjort att manga véxt-
virussjukdomar har spridits. Detta har gjort
ELISA metoden mer och mer betydelsefull
inom detta omrade.

| nedan beskrivna forsok pavisas ett virus
hos pelargonier.. En infektion med
Pelargonium flower break virus (PFBV)
orsakar bl a att blommorna far en annor-
lunda ej 6nskad féarg. Detta ar en vanlig
sjukdom hos pelargonier och det bor inte
vara nagra problem att hitta infekterat
material. Principen till forsoket &r baserat pa
den sk. "smorgastekniken”, vilket innebar
att en immobiliserad antikropp binds till en
antigen om den finns nérvarande i provet,
samt att en andra antikropp binder till den
immobiliserade antigenen och bildar ett
antikropps-antigen-antikropps komplex.
Den andra antikroppen &r markt med ett
enzym som orsakar en fargreaktion da ett
substrat tillsétts.

| STEFFENS ELISA kit ar den forsta
antikroppen till PFBV immobiliserad pa
kulorna av kammen.

Forsta reaktionen:

PFBV antigener fran proven binds till den
immobiliserade antikroppen pa kammen.
Antigen-antikropps komplex bildas pa
kammens kulor.

Andra reaktionen:

Den andra PFBV antikroppen som ar
markt med horseradishperoxidas (enzym-
konjugat) binds till antigen-antikropps
komplexet pa kammens kulor.

Tredje reaktionen:

Antigen-antikropps komplexet som nu &r
markt med enzymet omvandlar substratet
tetramethylbenzidin till en blafargad pro-
dukt. PFBV infekterade prover blir bla-
fargade medan icke infekterade prover
forblir farglosa.
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1. Attgoraiordning proverna (10 min.)

ca. | !
15¢cn?] |

I prov
pase till buffert
extraktion s

1.1 Placera ett blad, som &r ca 15 cm?, i
mitten av en extraktionspase.

Tillsatt 5 cm? provbuffert (gul) med
hjélp av den graderade pipetten.
Undvik all kontaminering av
provbufferten med véxtextraktet.

Lagg extraktionspasen pa en jamn yta
och krossa bladet genom att fora
homogenisatorn med cirkuléra rorelser
over pasen. Vatskans farg skall bli gron
vilket visar att klorofyll (gron farg)
extraherats.

1.2

13

2. Att fordela proverna (5 min)

T
N
[ ': ¥ b

31

4.1

f Iy Ty

¥ i et
/ W /| 3 droppar
St . 1 kper brunn |lamna brunn
11 o0ch 12

tomma

‘lz
34
55?
Gg
L 10

H

2.1 Numrera proverna 1-10 och tillsétt 3
droppar fran varje prov i brunnarna pa
den forsta raden. Arbeta fran vanster
till hdger. Anvand en ren pipett for
varje prov.

Lamna brunn 11 och 12 pa hoger sida
tomma. De skall vara tomma under

forsta reaktionen.

2.2
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5.1

Forsta inkubationen
(10 min.)

J; |!"_': -
Placera kammen i den forsta raden av
brunnar, sa att den positiva och
negativa kontrollen hamnar i brunn 11
och 12. Fran och med nu startar forsta
reaktionen, som tar ca 10 minuter.
(anvand denna tid till att forbereda

konjugatet).
o
Fi f.-"
Att forbereda konjugatet b
A
W i
o BT g
af M»
"l konjugat ||| koncentrerat
E_ _4 buffert J konjugat
’R—‘— = i
) £) £y
=, o
- LS

Anvand pipetten med den fina spetsen
och @verfor det koncentrerade
konjugatet till den bla konjugat-
bufferten. Var noga med att inte ldmna
nagra droppar pa locket. Blanda
darefter 16sningen noggrant.

Att fordela konjugatet ,El@

[l
| A
3 droppar ! .xl \"‘
per brunn T T upplést
| konjugat
I S
e R T
Ty _ i, prover
- konjugat

Anvand en ny pipett och tillsatt 3
droppar av konjugatlésningen i varje
brunn, inklusive brunn nr 11 och 12, av
den andra raden. Undvik att
kontaminera den tredje raden.
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6. Att tvatta kammen (30 sek.)

.—,H: rinnande kallt
Ii-‘- vatten
w o A
Fit

6.1 Efter 10 minuters inkubation lyfts
kammen ur den forsta raden av
brunnar.

Skoélj kammen under kallt rinnande
vatten i 15 till 30 sekunder. Hall
kammen vagriatt, sa att man undviker
kontaminering da man skoljer.
Noggrann skoljning ar viktig.

Skaka bort allt 6verskottsvatten fran
kammen.

6.2

6.3

7. Attinkubera med konjugat (10 min.)
och att fordela substratet ~

i &
3 droppar A
per brunn
substrat
) !I-!'-i' P prover
L e .__.:_!;" =i
T5F == konjugat
™ substrat

7.1 Placera kammen i den andra raden av
brunnar och var noga med att
kontrollerna att, réd och gron ar pa
samma sida.

Inkubera under 10 minuter.

Anvénd en ny pipett och tillsatt 3
droppar av substratlosningen i varje
brunn pa den tredje raden, inklusive
brunn nr 11 och 12.

Substratet ar kansligt for ljus sa

undvik att arbeta i direkt solljus.

7.2
7.3
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8. Att inkubera i substratet (10 min.)

: Er ‘r.-: |"." - prover
.--\._-_- J 4 L “H
1 'h-l hﬁ i -| I'-ll_.-\.\_\l\l
B '
ot S ':'\.'\"'
-ii.ﬁ -.T__ l_ Eh konjugat
f i T -
- -;_ Ir -I: A : b
I substrat

8.1 Efter inkuberingen i konjugatet tvatta
kammen noggrant under rinnande Kkallt
vatten, enligt punkt 6.

Placera kammen i den tredje raden av
brunnar, som innehaller substrat med
kontrollerna pa hégra sidan. Undvik
direkt solljus.

8.2

9. Attavlasa resultaten

"-..."_-_-l =
! 'I'I'l e ..
* L |'+I| : -,
* *'\ I'-| "I. _Ié."‘ 1
# positiva =
prover kontroller

9.1 Forsoket avlases bést direkt efter att
kammen tas upp ur den tredje raden.
Auvlds antingen visuellt eller med hjélp
av en mikrotiterspektrofotometer vid
650 nm.

Kontrollerna visar om forsoket har
fungerat. Den positiva kontrollen skall
visa en intensivt bla farg och den

negativa kontrollen skall forblir farglos.

9.2

Varje prov med en fargreaktion som ar
starkare &n den negativa kontrollen
anses vara infekterad med PFBV.

Infektion kan inte helt uteslutas &ven
om provet blir oférgat, eftersom
viruskoncentrationen i provet kan vara
lagre dn testets kéanslighet.
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